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　1943年A．Szent－Gy6rgyi1）により，　actomyosin（以下
AMと略す）がadenosinetriphosphate（以下ATPと略す）
を加えると収縮することから，筋収縮がmyosin系蛋白質
とATPの痛きで生起されると考えられるに至ったが，これ
を実験的に研究すべくいろいろのmodelが考えられ用い
られた。即ちglycerol筋，　AM糸，高塩濃度のAM溶液，
低塩濃度のAM　gelにATPを加えてそれぞれその収縮と
弛緩に相当するとみられる現象を研究したのであるが，こ
の．低塩：濃度のAM　gelにATPを加えた時に起るsuspen－
sion状態のAMの急速なる体積縮小をA．　Szent・Gy6rg．Yi
がsuperprecipitationL’）と名づけてからこの方面も急激に
開拓された。しかしその満足すべき’定．量的取扱いに欠ける
こと，現象の機溝が全く不明なることより研究は淫心を衝
くことを得ず，現在一大暗礁に乗り上げた感がある。現在
までにsuperPrecipitation（以下superpptと略す）の機
構について，狭義のsuperppt3）即ちsyneresis，　gelation4）
に関して部分的に推測がされたが，著者はAMの等；認沈澱．
superpptの強度に関する実験より得た成績等に基づいて，
superprecipi七ationとsal七（isoelectric）precipitation（以
下salt　pptと略す）の関係，　AMとATPとの反応の一連
の現象，またclear　phase5），．syneresis，　gelation，　solu七ion
について考察を加えた。1部としてここにsuperpptと
salt　pptとの関係について述べる。
実瞼方法
A．材料：
　1）AMはA．　Szent－Gy6rgyiの方法‘1）により兎肉より
とったものをGreenstein＆Edsallの：方法7）により10倍
の再蒸溜水を用いて4回洗際を行ったものでO．5　M　KCI　ts
液に溶解した状態で0℃の出庫中に貯蔵しておき，使用時
に1cc　15　mgの蛋白を含むように調整して用いた。蛋白
濃度はmicro－kjeldahl法によりfactor　6．0として測定し
た。
　2）ATPはA．　Szen七・Gy6rgyiの方tafs）により抽出し
た。使用するATP溶液はBa塩を1（塩に置換しlabile　P
の測定より補正してO．5％（9．85×10一：lM）ATP水溶液とし
たもので，0℃の氷庫に保存した。
　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ　3）bufferを用いた例においては，　pH　6．5，7．O，7．5の
Michaelis氏veronal　acetate　buff’erを反応混液2cc申
0．5cc用いたが，このp且はガラス電極で測定した。
　4）使用したKCI溶液はMohrの：方法によって滴定補
正したものである。
　5）実験には全て再蒸溜水を用いた。
B．方法：．試験管は内径1cm長さ10　clnの平底目盛付
きのものを用い，実験は18℃のwater　bath巾で行ったが
温浴10分後に実験を開始した。superpptについての実験．
は各試験’管に．．1　M　KCI，水，　buff’er，　AM　O．2　cc，　ATP　O．1
ccをこの順序で加え，全量2cc，イすン強度0．11～0．3に
至る試験管列で行った。各試験管共，AMの最終濃度1．5
mg／cc，　ATPの最終濃度は0．025％（4．985×10”4M）であ
る。実験はbufferを入れた系（以下B（＋）と略し，用いた
bufferのpHによりB（7．5）の如く表わす）と入れない系
（以下B←）と略す）について行ったが，前者は0．5ccの
bufferを用い全量は同じく2ccにした。イオン強度は便
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宜上，全解離として計算しB（→においてはその溶液の最
終K：C1濃度に殆ど等しい。なおsuperpptの実験において
反応混液のpHはATPを加える前でB（7．5）が7．4，　B（一〉
が6．8，反応終了後でB（7．5）が7．35，B（一）が6．45であった。．
℃．測定法：温浴10分後のKCI溶液に0．2　ecのAMを
入れ，3分後にATPを0．1cc加え，5分後にsuperpptし
たplugを10秒間出来る限り細かく振盤破砕レそれより
5t，15ノ，30！，1h，1h　30’，2h後の．　AM．．の沈澱の占める体積
を測定し最後的va　2h値の反応混液の金容積に対する比を
もつて比較した。なお各回聞値測定後は直ちに再び振盗し
た。また等電沈澱についての実験は，ATPを加えないだけ
の違いで全量2ccにしてイオン強度0．08～0．aについて同
様に行ったが，振蛋は最初の1回のみで後はそのまま琢揖
した。
　　　　　　　　　　実駿成績
1）salt（isoelectric＞preci．pitatibnについて
　a＞B（一）：この場合はPhoto‘1に示されている如く1，
沈澱の度合はイオン強度の低い方が強く，0．08のあたりに
maximumがある。　　　　．雪『
　b）B（7．5）：B（7．5）使用の場合はPhoto，2に．示されて
いる如くB（一）にくらべてAMのdispersityは良く全般的
に沈澱の度合は弱いが，．やはり低イオン強度に至るに従っ
て沈澱の度合は増強してみる。Fig．1にB（一），　B（6．5），　B
　C　，．，Q），　B（7．5）について行った等電沈澱の実験成績を示して
．寓～るが皆同様に低イオン強蘭こ至るに従って沈澱の度合は
　増強している。なおbuff’erのpHによる沈澱度合の差は
　僅少であり，また2時間程度の実験においてはbufferを
　用いた場合，等電沈澱は起るが実際上上清分離はみとめら
　れない。但しdispersityはpH　7．5が最もよい。．　t“
　2）superprecipitationに．ついて　　　　　　’　，
　　a）　B（一）：　Photo．3に二示されている如く肉眼的にも明
　かにイオン強度0．2において最大収縮を起しており．，イオ
　ン強度が低くなるに従って収縮の度合は弱い。『
　　一b）．’B（7．5）：Photo．．4に示されている如くB（一）にくら
　べて収縮の度合は全般的に幾分強く，出来たplugはより
　compactな状態を：呈する。この場合もイオン強度02に収
　縮のmaximum．があり低イオ》強度に至るに従って収縮
　の度合は弱い。生ずるplugは容器（ここでは平底試験管）
　の形どおりにしかもisodimensionalに収縮するのでplug
　の一辺例えば高さのみからでも体積を，従って収縮の度合
　を大体比較することが出来た。superprecipitationセ。つ
　いての実験威績はTable　1に示されている。即ちこれによ
　り較べればTable　3，4の如くB（7．5）とB（一）との問に明か
　な差は認められないが写真ではB（7．5｝，の方が常に収縮が
　強いようである。またTable　2よりB（7．5），　B（一）いずれに
　おいても収縮の度合はmaximumをイオン強度0．2に有し
　低イオン強度に至るに従って弱くなることが分かる。
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．噛 Table　1．　The　Relation，　Between　Precipttated
　　　　Volume　and　lonic　StTength
1，七職、（。蹴、）
．
　？reeipitated
volume　（height　of
　precipitated
　　column＞
B　C一）
B　（7．5）
O．14
0．12
0，12
0．12
0．11
O．13
0．12
0．14，
0．14
0．12
e．16
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Fig。1．　Isoelec七ric　preeipi七ation　of　AM　sofhtion
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　　　＿　　height　of．precipitated　column
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）
9巻2／3号 蔦西一一Actomyosin溶液のSuperprecipitation　I149
Table　2．　The　Data　Tested　b？1　t－test　on　7Table　1
B　C一）
B　（7．5）
Two　groups　of　ionie　strength
compared　with　one　another
　　　　　Student－t
　　　　　　　a
　　　　　a　＝　O．05
O．10　and　O．16
　　　1．175
　　0．2，一一〇．3
n’盾氏@signifieant
Two　groups　of　ionic　strength
eompared　with　one　another
　　　　　Student－t
　　a
ct　＝　O．05
O．11　and　O．16
　1．75
0．1・一〇，2
1　non　signifieant
O．16　and　O．20
　2．422
0．02　・一　O．05
signifieant
O．11　and　O．20
　2．757
0．02NO．05
significant
O．10　and　O．20
　4．427
0．OOIt－O．Ol
significant
O．11　and　O．20
　3．646
0．OOI一・O．Ol
significant
Table　3．　Var’iance　Ratio　of　B〈一一）　to　B（7．5）
Ionic　s七rength
O．16　1　O．20
Iii（B〈一）IB（7．s））　1　1．s　1　2．os3
when　a＝　O．05，　the
corresponding
value　on　F－distri－
bution　is　6．39
　Table　4．　！TThe　Data　Tested　by　t－test　on　the
刀帰「erenoe　bet・tvee？z　B（→　αnd　B（7．5）（ゾ　the
Same　lonic　Strength　on　．7Table　1
B　｛一）
and
B　（7．5）
Ionic　strengしh
　Student－t
?
a　＝：　o．os
　　O．16
　0．494
　0．6　・一　o．7
　nonsignificant
　　O．2
　0．161
0．8　r一　O．9
　 onsignifieant
総括並びに考按
　superpptとsal七pptとの関係についてはA．　Szent一．
Gy6rgyiはsuperprecipita七ionを説明して最もつよく等
電沈電を起す塩濃度において鍛も強くおこるという事実に＝
よって：支持されるから，ATPは単にsalt　pptぜ強化する
に過ぎないと考えるが，しかしまた同時にごれをもって全
てを説明することも困難であるという立楊をとっている8）。
著者の字験成績によればsalt　pptについては，　Photo．1，2
Fig．1の如くA．　Szent・Gy6rgyiと同じ成績1を得た。また
superpptについてはPhoto．　3，4，　Table　1の如ぎA．　Szent－
Gy6rgyiのdataと明かに異なった成績を得た。この一三
はsuperpptがsalt　pptとは全く異なった機序を少なく
ともあわせ持って起るものであることを示すものであると
考えることが出来る。勿論superpptを起すための一要素
ATPはnon　specificな作用をあわせ持っていることは当
然であるL、かかる考えの根拠としては次の点をあげること
が出来る。即ち
　上記の如き実「験成績しかもこの中Table　1はそれぞれイ
オン強度0．1，0．16，0．2についてT－testをもつて検定し，
Table　2の如くその開に有意の差iを認めた。このことから
イオン強度の下野についてAMの沈澱度はsuperpptと
salt　pptが反対の傾斜を有することが明かになった。なお
B｛7．5）の系においてはイオン強度が0．1以上ならば実験に
要する2時問程度ではSalt　pptの程度はまず近似的にな
しと考えうる位のもので，始めの体積の1／10程度に収縮す
るsuperpptとはその沈澱度からみて明かに莫大なる差iが
ある。AM②salt　pptが高イオン強度において沈澱度の
小さいのは溶解度の増加とともにcharged　molecule間の
repulsionの大き’いためと考えられ，もしsuperpptがsalt
pptと機序：を全く一にすると考えれば，　AMのpptにはま
・ずchargeが第1義的に問題にされなければならないこと
を示す。ATPが入って，たとえAMの溶解度に増減を来
したとしても上記の事柄から沈澱の様相は程度の差こそあ
れ当然salt　pptと同型のものでなければならない筈であ
る。しかし著：者の得た成績の如く実際ATPの入って起つ
たsuperpptの様相はこれと全く反し逆の傾斜を有する。
superpptにはdischargeと同時に強力なdehydrationが
伴なっており，むしろこれに本質的なるものがあるのでは
なかろうか。そして現象面においてsalt　pptと機序を異
にする方の反応が圧倒的に大き’くあらわれてくるのではな
かろうかと考えられる。
　salt　pp についてはSarkars）がのべている如く全ての
場合isoelectricでありK：CIによるmyosin，　AMの沈澱
は単にmyosin，　AMの等電点，等電減のずれにすぎない。
彼のda七aよりしてもFig．　3の如く0．QβM」以上KCI濃度1
が高くなればAMの等電域はpHの低い方に移動する。即
ち同じpHでは低KCI濃度に等電域があることになり，等
電点に．おいて溶解度，net　chargeが少なくなり最も沈澱しや
すくなるのであるから，O．1MK：C1において0．2MK：Clよ
りもsalt　pptの程度のつよいことが説明出来る。　ATPの
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影響はFig．　2，3の如く等電点ないし等電域をpHの低い：方
に移動ぜしめる。もしATPが入ってもsalt　pptと同じ機
構のみ仇くとすればやはり0．1MK：Clにおいて02MK：Cl
におけるよりも強く沈澱する筈である。しかし実験成績は
これに反し0，2皿KCIにおける方がつよく沈澱している。
また，この成績が用いたMichaelis氏veronal　acetate
bufVerの影響によるものでないζとはB（→，　B（＋）ともに
同じ成績を得たことより明かである。このbufferを用い
た理由は生理的範囲を含むpH域で使用し得，ことに当実
験に用いたpH　7．5あたりにおいてもかなり強いbuffering
capacityを有し9），．［しつまた，これによる蛋白の等電点の
移動の少ないためである10）。
　こう考えるとここにはsalt　pptとは別な，収縮蛋白AM
のsuperpptにはじめてあらわれた機構が仇．いていること
は確かであろう。
結 論 ．
　1＞4回洗｝條のMyosin　Bを用いて，　Micりaelis氏ve・
ronal　acetate　bu鐸erを含む系と含まない系について実験
を行い，salt　precipitation並びにsuperprecipltationの
度合を測定比較して衣の結果を得た。
　2＞salt　precipitationは低塩濃度（0．1MKC1）におい
て，より強く沈澱する。
　3）．これに反してsuperpreci　pitationは高塩濃度側
（O．2　M　KCI＞において，より強く沈澱する。
　4）superprecipitationはsalt　precipi七a七ionとは異
なる機購を少なくともあわせも．つて起ると考えられる。
　　　　　　　　　　　　　　　　　（昭和31．1．13受付’）
　　　　　　　　　　　交　　　献
1）　Szent－Gy6rgyi，　A．：　Bull．　Soe．　Chem．　Biol．　25，　242
　　（1943）．
2＞　Szent－Gy6rgyi，　A．：　Chemistry　of　Museular　Con一　．
　　traction　（1947）．
3）　Spicer，　S．　S．：　Am．　J．　Physiol．　172，　671（1953）．
4）　Spieer，　S．　S．：　J．　Biol．　Chem．　190．　257（1951）．
5）　Spicer，　S．　S．：　」．　Biol．　Chem．　199，　289（1952）．
6） Szent－Gy6rgyi，　A．　t　Chemistry　of　Mqseular　Con－
　　traetion　2nd　ed．　（19511．
7）　Greenstein，　J．　P．　＆　Edsall，　J．　T．　：　J．　Biol．　Chem．
　　133，　397　（1940）．
8）　Sarkar，’N．　K．：　Enzymologia　14，　237（1950）．
9）　Michaelis，　L：　J．　Biol．　Chem．　87，　33　C1930）．
10）　Haurowitz，　F．　：　Chemistr．y　＆　Biology　of　Proteins
　　71　（1950）．
．
9巻2／3号 葛西 Actomyosin溶液のSuperprecipitation　I151
Summary
　　　　1）　The　degree　of　salt　precipitation　and　superprecipitation　of　myosin　B　（washed　4
times）　in　several　reaction　mixtures　were　measured．　Experiments　were　made　in　series，
with　and　without　Michaelis’　veronal　acetate　buffer　solution．
　　　　2）　Salt　precipitatiori　was　comparatively　intensive　in　lower　salt　concentration　（O．1　M
KCI）．
　　　　3）　Superprecipitation，　on　the　contrary，　was　comparatively　intensive　in　higher　salt
concentration　（O．2　M　KCI）．
　　　　4）　lt　may　be　said　that　the　mechanisrp　of　superprecipitation　differs　（a’t　least　partly）
from　that　of　salt　precipitation．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　Jafi．　13，　1956）
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